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序 論
ハ トムギ((短れαcワmαフob`L.var.MαッμeπStapf)は,イネ科キビ亜科の一年生草本であ
り,ト ウモ ロコシやソルガムに近いと分類されている。従来,漢 方薬や茶の原料 として用いら
れ,食 品原料としての利用が少ないために,穀類としての特性及び利用に関する研究報告は極
めて少なく,僅かに吉村,木 原,小 原,平 らの報告が有るのみである。吉村 らは,ハ トムギの
主タンパクであるコイシンに関する研究を行い,木原は,バ ッチ式膨化機によるハ トムギの膨
化試験を行い,小原 らは,ハ トムギ種子成分や脱殻 ・精白方法に関す る研究を行い,平 は,ハ
トムギタンパクのア ミノ酸組成に関する報告を行っている。本研究においては,ハ トムギの品
種特性の把握を目的として,輸 入および国産ハ トムギ穀粒に関する特性評価を行い,各品種の
特徴を調べた。更に,そ の測定値の多変量解折により,.品種間の群別化の可能性にっいて検討
を加えた。また,ハ トムギの貯蔵性に関 しては,従 来その研究報告が見 られないので,温 度等
の環境条件及び貯蔵形態の品種変化に及ぼす影響について,数 種の代表的指標の測定試験を行
った。 ハ トムギ種子中の生理活性物質に関 しては,医学分野に数報見られるのみである。本
研究においては,ハ トムギ糠中に トリプシンイ ンヒビター(JBTl)を発見し,その精製を試み
た。更にJBTIの分子量,ア ミノ酸組成,耐 熱性等のタンパク特性を明 らかにす るとともに,各
種の塩やプロテアーゼが共存 した場合の,イ ンヒビター活性に与える影響について も検討を加
えた。種子の登熟,休 眠,発 芽各過程におけるインヒビターの消長を検討 し,存在時期及び存
在部位について,貯蔵タンパ クおよびプロテアーゼとの関係に留意 しなが ら,酵素抗体法を用
いて検討を加えた。さらに,JBTIにより阻害される内在性プロテアーゼをハ トムギ種子中に探
索 し,その酵素特性に関して検討を加えた。
ハ トムギを食品原料として利用する際には,他 の穀類と比較 して,① 穀粒が硬い,② えぐ味
や異臭がある,③耐熱性プロテアーゼインヒビターが存在する,等の問題がある6本研究にお
いては,上記の問題点を改善し,ハ トムギの食品価値を高める目的で,膨 化加工に関す る研究
を行 った。各種のハ トムギを原料として,パ フマシン(一軸エクス トルーダー)に よる膨化試
験を実施 し,膨化適性の比較を行 った。その結果を基礎として,原 料段階で各種のハ トムギの
膨化適性の推定を可能とする指標を得ることを目的に,糊 化粘度や粗脂肪含量等の測定値と膨
化性との関係にっいて検討 した。適正膨化条件や膨化ハ トムギの品質に関 して も試験を行い,
その特徴把握に努めた。更に,各種の高タンパク素材と混合膨化することによって栄養性強化
を図り,新規な食品素材の製造技術の開発研究を行った。
第一章 品質特性に関する研究
岡山系,中 里系,タ イ国産及び中国産のハ トムギ18点を試料として粒形,粒重,容 積重,脱
殻歩留まり,硬度,一 般化学成分,発 芽率,脂肪酸度,ア ミノ酸組成等の品質評価試験を行い,
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品種間の比較を行 った(図r>6そ の結果,岡 山系は,細形種子で,脂 質含量が多 く,タイ国
1産は,大粒で容積重が小ざく,・低タンパ ク,中国産は二種類に分かれ;『硬殻,中里系は,中間
的性質を示す等の特徴を認めた。更に,粒重 粒形.殻 硬度及びア ミノ酸組成分散の独立4変
・数によるクラスター分析を行い,.品種間の類似度による群別化の可能なことを明ちかに.したD
・(図2)。また,ハ トムギの貯蔵試験を行い,・糊化特性の変化ゼ還元糖の増加,発 芽率の低下
等に加えて 高脂肪(5〒9・%)に起因する遊離脂肪酸増加の著 しいことを示 した(表1、).6』こ
れ らの変化は高湿度や高温,脱殻や粉砕によって促進され,圃未脱殻種子の低湿度貯蔵の場合に
抑制されることを明らかに した2)。また,Eハートムギの発芽率は,常温越夏1・回では82-g6%,常
温越夏2回 でも約30%の発芽能を保持することを明らかに した2)。
第二章 プ ロテアーゼイ:ンヒビターおよび プロテア ーゼに関す る研究
穀類種子中 に含 まれ る生理活性物質 ど してプ白テ ア ーゼイ ンヒビターに注 目 し,ハ トムギ種
子中 に トリプシンイン ヒビター(JBTI)の存在す ることを見 いだ した。JBTIの精製方法 を確立
し・(図3)∵ 約16kdの単純 ダンパク質 であ り(図'4)「,.ウシす い臓 ・トリプシンを ・1:.「2のモル
比で阻害す ることを明 らかに.した。JBTIは,分子中に多数の}/・2シスチン残基 を有す る(表2)
耐熱性イ ン ヒビターrであrりく図5.Lダ イズBo㎜an-Birk型イン ヒビターと類似性が高 い3)6各
種イオ ン,プ ロテアーゼ,ア ミノ酸化学修飾及 び熱 に対す るJBT豆の活性安定性 を調べ た結果ド
Ca2+;M22+等によ る賦 活,Zn2+,、Cu2+等による失活が認 め られ:(表3),ペ プ シンに対す る安
.定性,ズ ブチ リシ ン,プロナrゼ(ア クチナーゼE)に 対す る被消化性が示 された(図6う 。 リ シ
ンの修飾 に対 して安定 であ り,ア ル ギニ ンの修飾 によ り失活する点 で は.(表4)rコ ムギ等 に
存在す る穀類 イ』ンヒビターやダイズKunitz型イ ンヒビダーと類似性を示.し∫ダイズBo㎜an-Birk
型 イ:ンヒ ビダ}と は異 な っ・て いた 』一また,.示差 走査 熱量 測 定 、(DSC).により,精製JBTIの熱
変 性温度が93℃と極 めて高.いことを見 いだ した『4,.(図7・)'。.
精製JBTI.に対す.るウサギ抗血清 を調製 し,登 熟,`発芽時 におけ るJBTIの消長 を;=Western-
B1'otti査gによ り調べ た結果,登 熟 中期(開 花後12日以降)に 出現,増 加 し,完 熟慢発芽初期 に
か けて存在 し,発 芽 中期(吸 水後3日 以降)に 減少す ることが明 らかにな った(図8)、ぴまた,
JBTIは,種子 の胚芽部 に存在 し,胚 乳部や殻 には存在 しない点で(図9),米 の システイ ンプ
ロテアーゼ イ ンヒビター(CPI)とは異な っていた6ハ トムギの貯蔵 タ ンパ クは,登熟中期 に出
現,増加 し,発芽 中期以降 に分解消 費された。 同様 に,ハ トムギプ ロテアーゼ の変動を,SDS-PAGE
および活性 染色:によ り調 べた結果,100kd以上お よび55-70kdの・2群の活性が認 め『られ,.時期 に
よる消長が観察 された1(図10)16.また,ジ イソプロ1ピルフルオロ リン酸(DFP)、,.パラ クロロメ
ル ク リ安息香酸(pCMB)等を用いた阻害剤試験 の結果,プ ロテ.ア」ゼの一部はセ リッ プロテア
ーゼであ り,JBTIおよび コメ,ダ イズのタ ンパ ク・性 イ ンヒビターによって阻害 され ることが示
された5)(図11)。そ こで,1ハトムギ糠の抽出 タンパ クを,1「ダイズ トリプ シンィ ンヒ・ビター を リガ
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ンドとするアフィニティークロマ トグラフィーを用いて部分精製 し,ベ ンゾイルアルギニンパ
ラニ トロアニ リド(BAPA)分解活性のあるプロテアーゼを得た(図12)。このプロテアーゼは,
・ゼラチンを基質とするSDS-PAGE活性染色により分子量約88kdと推定された(図13)。JBTIによ
る定量的阻害を受け(図14),弱アルカリ性 ・(pH9)に至適pHを有する(図15)セリンプロテ
ァーゼであった(表5)。3H-DFPにより活性セ リンをアフィニテイrラベルし,種子の登熟中
のセ リンプロテアーゼの変化を調べた結果,登 熟中期以降に約88kdのバ ンドが認め られた6》
(図16)。一方,非 吸着画分にはJBTIの阻害を受けないシステインプロテアーゼが存在 してお
り,強い活性を有 している。従来の知見及び本研究の結果を総合すると,穀類種子中には,胚
芽部にセ リンプロテアーゼとそのインヒビターが存在し,胚乳部にはシステインプロテァーゼ
とそのインヒビターが存在 し,2種類のプロテアーゼとそれに対応するインヒビターの生理的
な機構は,そ れぞれ独自の機能を有するものと推察される。
第三章 利用技術に関する研究
本研究においては,ハ トムギの食品原料としての問題点を改善 し,その食品価値を高める目
的で,膨 化加工に関する研究を行った。各種のハ トムギを原料 として,パ フマシン(一軸エク
ス トルーダー)に よる膨化試験を実施 した結果,低 精白度では中里系が岡山系より優れた膨化
性を示した(表6)。 膨化適性 と各種理化学特性値との関連にっいて検討した結果,ハ トムギ
の糊化粘度(r=0.91)及び粗脂肪含量(r=一〇.92)と膨化適性との間に,高 い相関のあるこ
とを見いだ し(図17),原料段階における膨化適性の評価を可能とした。また,膨化性の劣る
原料の場合においても,①精白の強化 ②脱脂前処理,③ 米との混合膨化,等 により膨化性の
改良が可能なことを明らかにしたη(図18)。次いで,膨 化ハ トムギの品質性状に関 して検討
を加え,.膨化処理によるJBTIの失活,貯 蔵中の脂肪酸増加の抑制(図19),粉砕性の向上等の
効果(図20)を明 らかに した8'1。)。同時に,食 感,溶 解性,酵 素消化性の向上 も認められた。更
に,栄養性の向上を目的として,各 種高タンパク素材とハ トムギの混合膨化試験を行い,ビー
ル酵母が最適であることを見いだ し,リシン,ビ タミンB等の強化された膨化食品の製造技術
を開発 した9・1ω。
総 括
著者は,従来の知見を踏まえ,ハ トムギ種子の特性及びその利用に関する研究を行った。ま
ず,輸 入および国産ハ トムギに関する特性評価を行い,各品種の特徴を明 らかに した。更に,
その測定値を変数とした多変量解析により,品種間の群別化の可能なことを示 した。また,ハ
トムギの貯蔵性に関する研究を行い,高脂質に起因 して貯蔵中の遊離脂肪酸増加が顕著なこと
を認め,脱 殻や粉砕等の貯蔵前の処理,或 は温度,湿 度等の環境要因の,貯 蔵性に及ぼす影響
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について明らかにした。
ハ トムギ種子中の生理活性物質を探索 した結果,糠 中に トリプシンインヒビター(JBTDを
発見し,その精製方法を確立 した。JBTIの分子量,ア ミノ酸組成 耐熱性等の知見を得,各種
の塩やプロテアーゼが共存 した場合の,イ ンヒビター活性に与える影響を明らかにした。本イ
ンヒビターは,1/2Cys含量が多 く,耐熱牲が高い点でダイズBBIに近いが 活性部位にアルギニ
ン残基を有する点,及 びキモ トリプシン阻害活性のない点で異なる独自のインヒビターである
ことを見いだ した(表7)。 種子の登熟,休 眠,発 芽各過程における貯蔵タンパク,プロテア
ーゼおよびインヒビターの消長を検討 した結果,JBTIは,登熱後期から発芽初期にかけて,種
子の胚芽部に存在することを,酵 素抗体法によって明 らかに し,同インヒビターは,対象プロ
テアーゼか ら胚芽を保護 しているものと考察 した。更に,種子中に,JBTIによる阻害を受ける
セ リンプロテアーゼの内在することを見いだ し,別に存在するシステインプロテアーゼととも
に,イ ンヒビターとの相互作用および酵素特性に関する研究を進あた。
また,ハ トムギの食品価値を高める目的で,膨 化加工に関する研究を行った。各種のハ トム
ギの膨化適性指標 としての糊化粘度および粗脂肪含量を設定 し,適正膨化条件を確立 した。膨
化ハ トムギの品質評価を行い,JBTlが失活し,貯蔵性,消 化性等の改善されていることを示 し
た。更に,ビール酵母と混合膨化することによりリシンやビタミンBの強化された食品素材を
製造する技術を開発 した。
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表1.ハ トムギの常温貯蔵試験結果
貯蔵期間 水分含量 脂肪酸度 本溶性窒素 抽 出 液 還 元 糖 粉 末 の 色 調 発芽率貯蔵形 態 (曜・KOH {曙・9鵬
(月) (%) ノ100劇儒1全量翻 pH ノlooり L値a値b値 (%1
a 12.7 ii.7 7.8 6.8 29.1 73,821,65T.84ioo.a
殼付き貯蔵 2
4
12.3
iz.7
13.7
15.9
a.0
8.3
s.a
6.9
53.7
90.5
73,912,048.44
94.492.d5a.10
ioo.a
ioo.o
6 12.6 16.9 8.1 6.9 95.1 T5.021.W8.51 96.1
a 13.ユ 17.0 5.8 6.9 is.s 83,030,176.67
精白子実貯蔵
2 iz.s 44.7 5.2 6.8 32.8 82,211.507曾 エ1
4 12.5 73.5 4.7 6.8 66.8 82,640,417.51
s 12.8 111.9 5.2 6.7 76.2 82,530,627.38
?
?
↓
??
?
?、
?、?
??
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
【
」
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
43
?
?
?
??
?
?
》
?
?
??
?
?
?
。
?
?。
?
i
2
3
JBTI
1
4
Q3 む　
Mob董lity
0.9
図3.JBTI.の精 製段 階:を示 すPAGE 図4.。SDS-PAGEによ るJBTlの分 子量 測定
A,extractedtotalprotein;B,proteinafterheattreatment;Sns-PAGEwasdonebythemecnoaorLaeanliusingiz .s.poly-
CthefractionfヤomDEAE・Sep臨aroseCL6Bchromatog・ 題c町1鵡d.g。 ユ.£1ectど。ph。r.515冒遍5d㎝ 。atth.c儒 ㎞ ヒv。ユta胆
,菱phy、D,・h・f・ac・i・f・。mg 1伽a・・。・・E・Bi・・G・田TP螺 、1鵠、hΣ1,_庸、,1,∴、,,,,、_、.,
chromatographyfraction;F,purifiedproteinafterthe<:a-1atta160min
finalDEAF-SepharoseCL6Bchromatography.
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表2.JB↑1のア ミ ノ酸組 成
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a
Hydrolysis
6 c
Aminoacid
22hr 48hr 72hr
夏nteger
?
?
?
?
?
Cys(hatf)
Val
Met
五1e
Leu
ryr
Phe
Lys
H騒s
Trp
Arg
1787
5.74
273
857
940
530
340
1608
545
2.03
616
024
2.76
180
503
3.42
386
804.
IS-59
5.03
1$3
8.72
948
593
352
1S92
5.82
2,五6
622
017
2.13
187
512
342
298
8.03
18.78
460
158
886
940
575
361
1420
575
189
619
014
252
zof
526
357
353
807
19
6
3
9
9
6
4
16
6
2
6
0
3
z
S
3
4
8
pljIncubollonIlmefmin)IneubsllonIlms(min
図5.』BTIのp劉 安 定 性 及 び 耐 熱 性
a●JBT躍s皇abili吐ya吐variouspH's.jBTIadivity
analyzedusingOAPAassubstrateinO.1titTris-I
solution(p!!80,containing20mnaCaCI,)after
treatmentinthesolutionofindicatedpH'sforIhi
37ｰC.
b;ThermalstabilityofJDTIatvariouspH's.Jf3Ti
IuUonatvariouspN'swasheatedfortheindicatedperi
at100^Cfollowedbydilutionwith3volumesofOIM7
HCIbulTer,pll80,containing20mMCaClzandkept
lhr.1hen電rypsini曲ibitory,activitywasmeasuredul
BAPAassubstratc.△,pH70:▲,pH30;O,pHl{
c.Thermalstabilityof1BT1invarioussolutionsatpH
JI3TIsolutionatpN70containingvarioussalts
incubatedforIhral100^Cfollowedbydilutionwil
volumesofOIMTris-HCIbuffer,pH8.0,contain
20mMCaC』andkepdbrlhr, ,The建rypsininh畳biI
activitywasmeasuredusingBAPAassubstrate.p,20
Tris-HG;△,50mMTris-Hα;△,100mMTris-Hα;
distilledwaIer;口し100巾M-NaCl;■,50mMTris-I
con巳aillingCaC』a監10mM,20mM,and30mM.
表3.畑Tlに対 する各種の塩添加の影響
Salts Trypsin JBTI Salし5 Tryp5ユn JBTI
Control
NaCl
Na象SO6
KCl
R=SO,
CaCl,
Ca{CH3COOI塞
MgCl,
1.00
7.22
1.39
1.16
1.28
2.41
z.so
1.90
i.oo
1.10
1.16
1.15
1.07
1.37
1.30
i.2z
MgSO,
BaC12
Ba(OH),
CuCl,
CuSO,
2nSO,
xrt,ci
(NH,)=SO,
1.85
z.oo
1.29
0.48
0.50
0.47
i.oi
1.26
1.29
1.19
0.78
0.53
0.38
0.oo
O.99
1.05
(Trypsinactivitiesortrypsininhibitoryactivitiesareexpressedas
theratioofeachactivitywiththatofthecontrol)
一200一
表4.JBTIのLys残基,Arg残基 の化 学修 飾
Reagents Mod■fユed
AminoAcyds
Substrate Res工duaユ
Actユvity
Effect
Controユ ー
1,2-CyclohexanedioneArg
GlyoxalArgLys
〃 〃
TrinitrobenezenesulfonateLys
O-methyl-isourea〃
A(:et■canhydr工de〃
〃 〃
BAPACasein
BハPA
〃
Casein
BAPハ
〃
〃
Casein
100.O馬
8.2覧
22.4、
7.0馬
100.0亀
96.0㌔
100.0亀
100.08
?
?
?
(Residualactivitiesareexpressedastheratiowiththatofthecontrol)
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表5.」帥 φBAPA分解活性 に及ぼす阻害剤の影響
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表6.原 料ハ トムギの種類と成分,膨 化性,色 調の関係
　
試 料 一 身鴛 成 分・事(%)
鵜 ・精
年産.歩 留 り 柑 粗 炭 水
灰 分(%)貰白 脂肪 化 物
膨 化 性 色 調
No.
品種(産 地) 倍率 ・評 価
原
?
膨 化 製 晶
LabLab
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
岡 山(岡 山)
〃(兵 潭)
..〃(岡山)
〃(兵 庫)
中.r巨(背森)
イ ノ ドネ シ.ア
岡 山(兵 曜)
〃(岡 山)
〃(兵 庫)
中 里(青 森)
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
74.812.93.469.90.8
79.011.75.967.91.5
79.412.45.667.71.3
79.212.34.868.61.3
79.913.34.068.41.3
79.712.23.770.20.9
89.212.37.065.91.8
89.812.87.165.31.8
90.512.86:266.31.7
-88.213.85.366.31.6
ii.ap
8.50
6.9Q
7.0,Q
8.5Q
ii.s
3.Ox
2.7x
4.7p
6.8Q
86.00.2
828Q.7
83.Oi.1
84.10.4
ss.oo.s
84.10.4
78.71.7
78.61.3
79.20.3
18.91.9
6.684.61.1
.181.41.3
s.saz.ai.s
6.981.71.4
6.462.21.5
S.081.31.7
7.7?7.51.3
8.176.31.5
?.977.60.6
7.977.40.7
a.0
9.2
9.3
9.0
9.0
9.1
9.7
9.6
9.3
4.T
事.一 般 成 分 は 水分13 .0%に 換 算 して 示.す。
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表7.各 種の植物プロテアーゼイン ヒビターの比較
植物 部位 阻害する
プロテアーゼ
阻害の
反応型
分子量 Cys含量
(残基%)
活性部位
アミノ酸
ハ トムギ ・ 胚芽 トリプシン
内在プロテアーゼ
double 16500 14 Arg
米 糠 トリブセン double 14500 is ArgとLys
米 胚乳 システイン型
プ ロテアーゼ
single iaooo 0 鱒 一
小麦 胚芽 トリプシン ,, 16000
10000
2.6,3.2Arg
小麦 胚乳 トリプシン
(キモ トリプシン)
single 裏2500
asoo
16 隔 願
大麦
'
胚芽 トリプシン
(プロナーゼ)
double 15500 12.14 昌 一
大麦 胚乳 トリプシン single 14200 4.7 Arg
大 豆
(Kuni七Z)
子葉 トリプシン
(キモ トリブ シン)
single 20100 a.a Arg
大 豆
(Bowman-Birk)
子葉 トリブシン
キモ トリブシン
double 8000 20 しys
馬鈴薯 地下茎 トリブ シン
キモ トリブシン
double 10500 iz Lys
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審 査 結 果 の 要 旨
近年わが国においては,過 剰米の発生を抑えるための水田利用対策(転 作)の 一環として,ハ
トムギが特定作物に指定されている。ハ トムギはイネ科キビ亜科の一年生草本であるが,基幹食
糧ではないために,そ の食品成分,品 質特性に関する研究はきわめて少なからた。
本研究は岡山系,中 里系,タ イ国系,中 国系のハ トムギ18種類について粒,粒 重,容積重,脱
穀歩留ま り,硬度,一般化学成分,脂 肪酸度,ア ミノ酸組成,発 芽率などの品質評価試験ならび
に貯蔵試験を行った。その結果をもとに,ハ トムギの群別化の方法を提唱 した。
ハ トムギは高タンパク質含量であるにもかかわらず,生物価が低いことが知られている。本研
の
究者は,そ の原因を制限ア ミノ酸であるリシンのほかに,プ ロテアーゼインヒビターの存在を推
定 し探索 した。その結果,ハ トムギ種子胚芽中に熱変性温度が93℃とい う極めて耐熱性の高い ト
リプシンインヒビターを新たに見出した。このインヒビターは活性中心にアルギニンを持ち,ト
リプシンとインヒビターの比は2:1で 阻害する双頭型のものであることを明らかに した。 ま
た,こ のインヒビターは胃のペプシンに対して強い抵抗性をもつことを明らかにした。さらに,
抗体によりその消長を調べた。
ハ トムギの貯蔵タンパク質の変動にかかわる酵素を推定 し検討 した ところ,胚 芽に新 しい88
KDaのセ リンプロテアーゼを見出した。これとは別に胚乳中にシステインプロテアーゼとそのイ
ンヒビターの存在を見出した。
ハ トムギの食品素材としての問題の改善のためにパフマシンを用いて膨化加工を検討した。ハ
トムギに酵母を加え,膨 化加工することにより,栄養成分を強化し,貯蔵性を高め,膨 化ハ トム
ギの応用への途を拓いた。
以上のように,本 論文はハ トムギの品質特性,新 規プロテアーゼインヒビターならびに新規プ
ロテアーゼについての多 くの知見を加え,さ らにハ トムギの欠点を克服する食品加工法を開発し
た。 よって審査員一同,本研究者に対 し,農学博士の学位を授与するに価するものと認定した。
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